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論文内容の要旨
【序論】
ダイオキシンなどの環境汚染物質によって引き起こされる生体内の有害作用を仲介する
因子として aryl hydrocarbon receptor (AhR)が見出された。 AhR のリガンド結合に関与する
領域は PAS-ß ドメインであること以外、詳細は不明で、あった。そこで、第 1 章では、 AhR のリ
ガンド結合に関与するアミノ酸残基を同定すること目的に研究を行った。
低酸素環境への生体の適応に中心的な役割を果たす転写因子として低酸素誘導因子
hypoxia-inducible factor (HIF)が存在し、低酸素に適応するために必要な遺伝子の転写
を活性化する。低酸素環境は、癌や炎症、心筋梗塞、脳梗塞などの様々な疾患で発生す
るため、 HIF 活性に対する調節機構は広く研究されている。 HIF-1α は、通常酸素濃度下
では PHD による水酸化によりポリユビキチン化され分解される。この PHD によって水酸化さ
れたプロリン残基を認識する pVHL は eloongin ß や elongin C 、 cullin-2 、 Rbx1 と複合体を
形成し、 E3 ユビ、キチンリガーゼ、を形成する。そこで、第 2 章では pVHL-elongin -ﾟelongin C 
(VßC)複合体の生細胞における相互作用解析を行った。また、 HIF の転写活性を直接抑
制する転写因子として inhibitory PAS domain protein (I PAS)が知られている。先行研究に
おいて、低マグネシウム培地である RPMI 培地で培養したラット褐色細胞腫由来 PC12 細胞
において活性酸素種 (ROS)によって IPAS が特異的に誘導され、 HIF を介した低酸素応答
が抑制されることが示された。そこで、第 3 章では低マグ、ネシウム培地で培養した PC12 細胞
における ROS による IPAS の誘導機構の解明を目指し研究を行った。第 4 章では、第 3 章
で明らかにされた NF-κB による IPAS 遺伝子活性化機構に基づいて、炎症メデ、イエーター
である tumor necrosis factor α (TNFα)による NF-κB の活性化によっても IPAS の遺
伝子発現が活性化することを検討した。第 5 章、第 6 章では TNF一 α によって誘導された
IPAS が、 HIF による低酸素応答の抑制と TNF一 α 依存性のアポトーシスの促進に関与して
いることを解析した。
【第 1 章 AhR のリガンド結合に関与するアミノ酸残基の同定 I
AhR のリガンド結合に関与するアミノ酸残基を同定するために、種間の保存性と芳香環を介
したスタッキング相互作用に基づいてリガンド結合に関与するアミノ酸を推定した結果、
PAS-ß ドメイン内にある 318 番目のフェニルアラニンが重要な役割を果たすことが示された。
【第 2 章生細胞における VßC 複合体の FLIM-FRET 解析】
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HIF-lα の通常酸素濃度での分解に関与する VBC 複合体の生細胞における相互作用を
FLIM-FRET 顕微鏡により解析した。その結果、 VBC 複合体の生細胞における相互作用が
示され、また、 pVHL と elongin C の相互作用に elongin B による elongin C の構造変化が
必要なことが示唆された。
[第 3 章低マグ、ネ、ンウム培地における ROS による IPAS 遺伝子発現機構の解析】
低マグネシウム培地である RPMI 培地における ROS を発生する低酸素模倣剤 CoC1 2 による
HIF 依存性遺伝子発現の IPAS による抑制機構を、 NF一 κB 阻害剤と AP-l 転写活性阻害
タンパク質の過剰発現で調べたところ、 IPAS 遺伝子の活性化に NF一 κB が関与しているこ
とが分かった。 AP-l の関与は否定された。
I 第 4 章炎症性サイトカイン TNF一 α による IPAS の発現誘導の解析]
第 3 章において、 NF-κB の活性化により IPAS が誘導されることが示されたことから、 NF一 κ
B を活性化する炎症性サイトカイン TNF-α を用いて、 IPAS mRNA の誘導を RT-PCR により
調べた。その結果、 PC12 細胞において TNF一 α によって濃度依存的、時間依存的に IPAS
mRNA が誘導され、 NFκB の活性化が関与していることが分かった。従って、 PC12 細胞に
おける TNF一 α による IPAS の誘導は、第 3 章の結果と同様に NF一 κB の活性化が必要なこ
とが示された。
【第 5 章 TNF一 α 依存的 IPAS 発現による低酸素応答の抑制】
PC12 細胞において低酸素と CoC1 2 によって誘導される HIF 依存的低酸素応答に対する
TNF一 α の効果を調べた。その結果、低酸素または CoC1 2 によって誘導された HIF 依存的な
レポーター活性、内在性 HIF 標的遺伝子の転写が TNF一 α によって抑制されることが判明
した。 IPAS の siRNA による knockdown を行った結果、 TNF一 α によって抑制された CoC1 2
による HIF 依存的なレポーター活性および内在性 HIF 標的遺伝子の発現が回復した。従
って、 TNFα による低酸素応答の抑制は IPAS の発現によることが示された。
【第 6 章 TNF一 α による PC12 細胞のアポトーシスにおける IPAS の役割]
近年、我々の研究室において IPAS にアポトーシス促進作用があることが示された。 IPAS はミ
トコンドリアに局在する抗アポトーシス因子 Bcl-xL と直接相互作用することによりアポトーシ
ス促進因子 Bax との結合を阻害し、アポトーシスを促進する。まず、 TNFα による PC12 細
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胞の細胞死を MTT アッセイにより調べた。血清濃度を 10%から 1%にした結果、 TNF-α で 24
時間、 48 時間処理した細胞で細胞死が観察された。この条件下で、 IPAS の siRNA による
knockdown を行った結果、 TNFα による細胞死が回復した。従って、 TNF一 α による細胞死
に IPAS が関与していることが示唆された。
【総括】
本研究において、 AhR のリガンド結合に関与するアミノ酸残基、 VBC 複合体における
elongin B の必要性、低酸素応答抑制因子 IPAS の遺伝子発現が TNFα 刺激による NF­
κB の活性化によって活性化することが示された。炎症を起こした組織では高濃度の炎症メ
ディエーターに加えて、低酸素状態が発生することが知られており、炎症メディエーターと
HIF の関係について、免疫系の細胞を中心に広く研究されている。しかしながら、そのほとん
どが炎症メデ、イエーターによる HIF の活性化を解析した報告であり、 HIF 活性の抑制機構に
関する報告はほとんどなかった。本研究によって、代表的な炎症メディエーターである TNF­
α による NF一 κB の活性化が IPAS 遺伝子発現を活性化し、 HIF を介した低酸素応答を抑
制すること、 TNFα による細胞死を促進することが示された。このことは、炎症反応と低酸素
応答の新たなクロストークを提示している。
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論文審査結果の要旨
Inhibitory PAS Domain Protein (IPAS) は低酸素によって活性化する遺伝子の発現を抑制する
転写抑制因子で，低酸素応答の中心的転写因子 HIF-lα ， HIF-2α とヘテロダイマーを形成し，そ
れらの DNA 結合を阻害することによって，下流遺伝子の転写活性化を抑制する。 IPAS の詳細な組
織特異的発現は検討されていないが，小脳のフ。ルキンエ細胞や眼の角膜上皮細胞で、構成的に発現
していることが報告されており，さらに心臓や肺で低酸素により誘導されることが知られてい
る。最近， IPAS は転写抑制活性に加えて，ミトコンドリア経路のアポトーシスを活性化する機能
をもつことが示された。
申請者は副腎髄質褐色細胞腫由来の PC12 細胞において，活性酸素による IPAS の誘導的発現が
古典的活性化経路による転写因子 NFκB の活性化によることを解明し，その IPAS の転写活性化
が活性酸素による HIF の活性化を阻害することを見出した。
さらに同じ細胞において NFκB を活性化することが知られている炎症性サイトカインである
TNF一 α 刺激によって， IPAS 遺伝子の活性化が誘導されることを見出した。この TNF一 α による IPAS
遺伝子活性化は肝癌由来の Hep3B 細胞では観察されず，細胞種特異的であることも見出した。特
筆すべきことはこの TNFα による IPAS 遺伝子活性化には HIF-l の活性化が関与していないことを
明確に示しており，低酸素と無関係な IPAS 誘導発現の最初の例である。また，これは低酸素応答
性遺伝子発現抑制以外に IPAS の新規機能が存在することを示唆したものである。
申請者は TNF一 α によって活性化した IPAS が低酸素や塩化コバルトによる同時刺激で活性化する
HIF 依存性のチロシン水酸化酵素や血管内皮増殖因子などの遺伝子発現を抑制することを示したほ
か， TNF一 α依存性の細胞死における IPAS の関与を解析した。 PC12 細胞は NGF により神経様細胞に
分化することが知られており， TNF一 α感受性が増加することが報告されている。申請者は分化状
態，未分化状態を問わず， PC12 細胞の TNF一 α による細胞死に IPAS が関与していることを si悶A
を用いた IPAS ノックダウン実験により示した。これは低酸素応答抑制機能以外の新しい IPAS 機
能を示すものである。
上記の研究成果は，申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している。したがって，御領憲冶提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合
格と認める。
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